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(57) Abstract 



A process for releasing and isolating nucleic acids from biological compartments of a sample makes use of a device which is suitable 
for accepting one or more sample processing containers, thermostatically controlling and agitating the sample processing containers and 
magneucally separating magnetic particles. The isolation of nucleic acids Is substantially simplified thereby 



(57) Zusammenfassung 

Ein Vcrfahicn zur Frcisctzung und Isolicnmg von Nuklcinsflurcn aus biologischen Kompaitimcnten eintr Probe bcmitzi cin Gcrti, 
Welches zur Aufhahmc cincs odcr mchiwcr PiobcnbeaibcitungsgcfaBc. zur Thennoslatisiening dcr PiobenbearbcitungsgeftBc, zum Schfltteln 
dcr ProbenbcaibcitungsgeftBc und rur magnetischcn Abscheidung von Magnetpartikeln gecignet ist. Hicrdurch wud die Isohcnmg von 
Nukleinsfiurcn wcscnUich vcicinfacht 
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System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren 

Gegenstand der Erfindung sind ein System zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein* 
s^uren und ein Verfahren zur Benutzung dieses Systems. 

Nachweisverfahren, die auf der Bestimmung von NukJeinsauren in einer Probe beruhen, sind 
in jungerer Zeit verstarkt mil Interesse bedacht worden. Dies liegt unter anderem in der er- 
reichbaren hohen Spezifitat des Nachweises. Hierin sind Nukjeinsaurenachweise den A^^^^ 
gennachweisen prinzipiell iiberlegen. Wahrend Antigene jedoch oft in einer Probe schon 
relativ^ganglich vorliegen, miissen Nukleinsauren, insbesondere bei Nachweisen von 
Organismen, meist in mehreren Schritten zuganglich gemacht werden. Dariiber hinaus sind 
Nukleinsauren in der Regel in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Insbesondere bei 
der Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben sind bisher aufwendige Aufreini- 
gungsverfahren bekannt. 

Die Sensitivitat der auf dem Markt derzeil angebotenen Probenanreicherungs- und Proben- 
vorbereitungssysteme fur Nukleinsauren ist oft nicht hinreichend groD. Bei der Probenvor- 
bereitung nait automatisierten Verfahren ist zudem keine ausreichende Kontaminations- 
sicherheit gegeben, die eine Amplifikation z. B. mittels PCR ermoglichen wiirde. Die zur 
Zeit erh^tlichen automatischen Probenvorbereitungssysteme bendtigen zudem organische 
L5sungsmittel (Phenol- und/oder Chloroform-Alkohoigemische) zur Gewinnung der 
Nukleinsauren. 

Die derzeit eingesetzien Verfahren imter Verwendung einer Immobilisierung der Nuklein- 
sauren benutzen im wesentlichen zwei Prinzipien zur Isolierung der Nukleinsauren. In einer 
ersten Mdglichkeit werden nukleinsaurehaltige flussige Proben durch eine Festphasenmatrix 
gesaugt, wobei die Nukleinsauren in der Festphasenmatrix festgehalten werden. Dies setzt 
einen vorherigen Lyseschritt voraus, der in einem geirennten GefaB durchgefuhrt wurde. 
Anschliefiend werden die Nukleins^ren durch Durchsaugen einer Elutionsflussigkeit von 
der Festphasenmatrix gelbst. Die nukleinsaurehaltige Elutionslosung wird in ein Gefafl zur 
W iterbearbeitung abgesaugt. Es hat sich jedoch herausgestellt, daB die derzeit verwendeten 
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Vorrichtungen im HinbUck auf die fiir die Durchfiihrung einer spateren Amplifikations- 
reaktion, z. B. PCR, erforderlichen Reinheit nicht ausreichend sind. 

Bei einem zweiten Prinzip werden die Nukleinsauren ausgefaUt und mittels einer Zentrifiige 
separiert. Bei diesem Verfahren ist jedoch ein sogenannier Baich-Betrieb unuraganglich. Bei 
einem solchen Verfahren wird beispielsweise eine zellhaltige Losung in einem ersten Reak- 
lionsgefafl mil lysierenden Agenzien behandelt. AnschlieOend wird die Reaktionsmischung 
aus dem GefaB in ein Zentrifugaiionsrohrchen umpipeniert. Dieses Rohrchen hat einen Ein- 
satz, an welchem die freigesetzten Nukleinsauren adsorbieren konnen, wahrend die resiliche 
Flussigkeit wahrend der Zentrifiigation in den unteren Bereich des Rbhrchens flieBen kann. 
Zum Waschen der absorbierten Nukleinsauren wird der Einsalz ein- oder mehrmals mit 
einer Wascfifiussigkdt behM Hierzu muB def Einsatz in ein weiteTes Zentnfuptions- 
rohrchen uberfuhrtwerden, damit nicht Resie der Probenflussigkeij wieder zunick in den 
Einsatz gelangen. Im letzten Schritt wird der Einsau in ein weiieres neues Gefafl eingesetzt. 
Die Nukleinsauren werden durch Zentrifugation einer Elutionslosung durch den Einsalz in 
ein weiteres GefaB hinein in eine weiierverarbeitungsfahige Losung iiberfuhrt. Dieses Ver- 
fahren ist jedoch cinerseits mit einem hohen Kontaminationsrisiko behaftet und andererseits 
sind eine Vielzahl von Wechseln der ReaktionsgefaBe erforderlich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es. ein System bereitzusieUen, bei dem die Nach- 
teile des Siandes der Technik voUstandig oder zumindest teilweise beseitigi werden. Insbe- 
sondere konnen mit diesem System Nukleinsauren an einer Festphasenmatrix absorbiert und 
desorbiert werden, ohne daB fiir diese Schritte eine Zentrifiige erforderlich ware. 

Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung ist eine Aufiiahme fiir ein ProbenbearbeitungsgefaB. 
welches temperiert und *m eine Bewegung versetzt werden kann, so daB eine Durch- 
mischung der in dem ProbenbearbeitungsgefaB befindlichen Substanzen erreicht wird. Zu- 
dem verfiigt diese Aufoahme uber einen AnschluB an ein einen Unterdruck erzeugendes 
System (z. B. Schlauchpumpe, Kolbenhubpumpe). Auflerdem ist es mit der Aufifiahme m6g- 
lich, innerhalb der ProbenbearbeitungsgefaBe magnetische Partikel abzuscheiden. Wesent- 
liche Voneile der Erfindung sind der Schutz gegen Kontamination (sowohl von Probe zu 
Probe als auch von System zu Umwelt) sowie die Moglichkeit, ausreichend viele Proben- 
bearbdtungsgefkfle aufeunehmen, um ein wirtschaflliches Betreibm dieses Systems zu ge- 
wahrieisten. 



W0 96AJI781 



3 



PCT/EP96/01368 



Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur Freiseizung und Isolierung oder 
2um Nachweis von Nukleinsauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe, ent- 
haltend die Schritte: 

• Inlcubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusanunen mit magnetischen 
Partikeln, welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schutteln des 
ProbenbearbeitungsgefaBes, 

- Positionieren eines Magneten in der Nahe des Probenbearbeitungsgefafies, so dai) die 
Magnetpartikel an der GefaBwand festgehalten werden, 

- Enifemen der resuliierenden Fliissigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB, 

- Resuspension der Magnetpartikel in ciner zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfemen des Magneten aus der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so daB die 
Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der Wand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schutteb des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

- AufschluB der biologischen Kompanimente unter Erwarmung 

- Abkiihlen der AufschluBmischung unter Bedingungen, die eine Immobilisiening oder Hy- 
bridisierung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen. 

Ein weiterer Gegenstand der Eriindung ist ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung 
von Nukleinsauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten mit Magnet- 
partikeln mit den Schritten: 

• Inkubation einer Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit magnetischen 
Partikebi zum Zwecke des Aufschlusses der biologischen Kompartimente, 

• Abkuhlen der AufschluBmischung und Immobilisierung der zu isolierenden oder nachzu- 
weisenden Nukleinsaure an den magnetischen Partikeln, 

• Aufhebung der Immobilisierung und Uberfuhrung der isolierten und aufgereinigten 
Nukleinsaure in einen pipettierfahigen Zustand. 
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Nukleinsauren im Sinne der vorliegenden Eifindung sind Nukleinsauren, die in biologischen 
Kompartimenten vorUegen. Unter biologischen Kompartimenten werden insbesondere 
Zellen. z. B. viralen oder bakterieUen Ursprungs verstanden. Besonders bevorzugt liegen die 
Zellen im wesentlichen im vereinzelten Zustand vor. Prinzipiell konnen auch mehrzellige 
Kompartimente im Sinne der Erfindung bearbeitet werden. Diese Kompartimente mil ihren 
Nukleinsauren liegen 211 Beginn des erfindungsgemSDen Verfahrens in einer Probe vor. Be- 
vorzugt ist diese Probe eine Suspension der biologischen Kompartimente in einer Flussig- 
keit. Solche Proben konnen beispielsweise erhalten werden aus Korperflussigkeiten, z. B. 
Blut, Speichel oder Urin. 

Unter Freisetzung der Nukleinsauren wird im Sinne der Erfindung der Austritt der Nuklein- 
sauren aus den biologischen Kompanimemen verstanden. Dieser Austritt kann auf beliebige 
Weise geschehea Bevorzugt findel der Austritt.durch Zerstorung der die biologischen 
Kompartimente gegen die Flussigkeit abgrenzenden Wand statt. Dies kann beispielsweise 
erreicht werden durch Behandlung der Kompartimente mit zellwandzerstorenden Mittein, 
z. B. Proteinase K. 

Unter der IsoUerung von Nukleinsauren wird die Abtrennung der Nukleinsaure von anderen 
BestandteUen der Probe verstanden. Solche anderen Bestandteile sind beispielsweise die 
Wande der biologischen Kompartimente, deren Abbauprodukte, weitere Inhaltsstoffe der 
biologischen Kompartimente sowie Inhaltsstoffe der Flussigkeit. welche die biologischen 
Kompartimente in der Probe umgibt. Hierzu gehoren beispielsweise Proteine, Inhibitoren 
fiir Enzyme, insbesondere NukleinsSure-abbauende Enzyme, wie Dnase oder RNase. In 
diesem Sinne kann IsoUening auch als eine Art Reinigung der Nukleinsauren verstanden 
werden. Diese IsoUerong kann sowohl spezifisch als auch unspezifisch im Hinblick auf 
weitere in der Probe enthaltenen Nukleinsauren sein. 

Unter cinem Nachweis von Nukleinsauren wird erfindungsgemaB ein Verfahren verstanden, 
bei welchem die Anwesenheit oder Menge von Nukleinsauren bestimmt wird. Diese Verfah- 
ren konnen sowohl quantitativ als auch qualitativ vorgenommen werden. FOr die DurcWuh- 
rung quantitativer Nachwdse wird in der Kegel ein Vergleichsversuch mit einer Probe 
durchgefiihrt, die eine bekannte Menge der nachzuweisenden Nukleinsauren enthalt. Der 
Nachweis kann sowohl sequcnzspezifisch als sequenzunspezifisch sein. Um dieNachweisc 
spezifisch zu machen, verwendet man in der Kegel sogenannte Sonden, die dadurch gekenn- 
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zeichnet sind, da6 sie eine Nukleobasensequenz aufweisen, die mehr oder weniger charak- 
teristisch fur die Nukleinsauren in der Probe ist. Sofem ein spezifischer Nachweis von 
Nukleinsauren gewunscht wird. wird eine Sonde eingesetzt, die eine Basensequenz enthalt, 
welche komplementar zu der Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht je- 
doch zu anderen Nukleinsauren in der Probe, ist. Sonden konnen Molekiile sein, die eine 
direkt oder indirekt nachweisbare Gruppe enthalten. Direkt nachweisbare Gruppen sind bei- 
spielsweise radioaktive (^^P) farbige oder fluoreszierende Gruppen oder Metallatome. 
Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispieisweise immunologisch oder enzymatisch wirk- 
same Verbindungen, wie Antikorper, Antigene, Haptene, Enzyme oder enzymatisch aktive 
Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detek- 
tiert. Besonders bevorzugi sind Haptene, z. B. Digoxygenin pder.Biotin. Solche hapten- 
markierten Sonden konnen in einer anschlieflenden Reaktion mit einem markierten Anti- 
korper gegen das Hapten leicht nacHgewiesen werden. 

Beschreibung des Systems: 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Freisetzung und/oder Isolierung von Nuklein- 
sauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten, enthaltend die Komponen- 
ten 

- eine Au&ahmeeinheit ( 10) fur eines oder mehrere Probenbearbeitungsgefafle (A), 

- eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der Probenbearbeitungsgefafle (A) 
und darin enthaltener Fliissigkeiten, 

- einen Schuttler (30) zum Schiitteln der Probenbearbeitungsgefafle (A) und 

- einen Abscheider (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an einer Wand 
jedes ProbenbearbeitungsgefaOes (A), 

- eine Pumpeinheit (50) zur Entfemung von Flussigkeit aus dem Probenbearbeitungsgefafl 
(A). 

Das System hat eine leicht zu reinigende Oberflache und schutzt den Anwender vor Ver- 
brennungen (z. B. durch einen KunststofiBnantei). 

In FIG 1 und 2 ist ein System mit erfindungsgem^n Einheiten schematisch dargestellt. 
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Das System besitzt eine Aufeahmeeinheit (10) fiir die Probenbearbeitungsgefafle. Diese 
Aufoahmeeinheit enthalt mehrere Vertiefungen (12). auch Kavitaten genannt. in welchen die 
ProbengefaBe plaziert wcrden. Die Anordnung der Kavitfiten zueinander ist bevorzugt linear 
Oder in Untergruppen linear, die laieinander im rechten Winkel plaziert sind. Der Abstand 
der Kavitaten entspricht bevorzugt dem Abstand von Mulden einer Mikrotiterplatie. waiter 
bevorzugt wird das Doppelte des vorgenannten Abstandes. Die Kavitaten sind in ihrer 
Geometrie den ProbengefaBen angepaBt. 

Das ProbenbearbeitungsgeaO (A) kann prinzipieU jede beUebige Form aufweisen. Solche 
ProbenbearbeitungsgefiDe konncn z. B. die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (z. B. im 
96 Wellformat) sein. Bevorzugt handelt es sich jedoch urn zylindrische GefaDe. welche eine 
obere EirilaBoffiiung and. besonders bevorzuri, eine untere AuslafiofFnung (A i 1 ) besitzcn 
Ein seiches ProbenbearbeitungsgefaB kann zur kontanunationsreduzieiten Bearbeitung von 
nukleinsaurehaltigen Proben verwendet werden. Diese GefaBe bestehen in der Kegel aus 
Kunststoffen, z. B. Polypropyien. 

Besonders bevorzugt konncn im Rahmen der vorliegenden Erfindung Gefafle eingesetrt 
werden, wie sie in den deutschen Gebrauchsmusteranmeidungen Aktenzeichen 29505652.5 
und 29505707.6 beschrieben sind. 

Die Temperieiung der Fliissigkeit in den ProbenbearbeitungsgefaBen wird erfindungsgemafl 
durch cine Thermostatoreinheit (20) vorgenommen. Diese Einheit. welche prinzipiell aus fiir 
Thermostate ublichen Baueinheiten besteht. ist vorzugsweise in die Aufhahmeeinheit ( 10). 
in welcher die ProbenbcaibeitungsgefaBe positioniert werden konncn. zumindest teilweise 
integriert. Die Einheit (10) enthalt insbesondere einen Block aus Mctall. welcher gute 
Warmeleiteigenschaflen hat. Dieser ist auf die fiuflere Form der ProbenbearbeitungsgefaBe 
so abgestimmt, daB ProbenbearbeitungsgefaBe. die sich in der Aufoahme befinden. mit ihrer 
Wandung m6gUchst gut an dem MetaUblock anUegen, so daB ein effizienter Warmeiibertrag 
moglich ist. In AbhSngigkeit von der in dem ProbenbearbeitungsgefaB durchzufiihrenden 
Reaktion wird die Temperatur in dem Block erheht oder emiedrigt. Das 
Temperaturspektrum erstreckt sich von 4 - 95 Idealerweise wird die 
Temperaturerhfihung durch mehrere elektrische Heizelemente realisiert, die sich moglichst 
nahe an dem ProbenbearbeitungsgefaB befinden. Die Kuhlung der Fliissigkeit im 
ProbenbearbeitungsgefaB wird durch Peltierelemente realisiert. die ebenfalls moglichst nahe 
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an den ProbenbearbeitungsgefaDen plaziert sind. Eine Temperaturregelung erfolgt 
bevorzugt iiber einen Fuzzy-Regler oder einen PIDT-Regler. In die Thermosiatoreinheit 
sind ThermofUhler in ausreichender Zahl an reprasentativen Stellen plaziert. 

Eine weitere Ausluhrungsform der Thermosiatoreinheit (20) besitzt einen von Fliissigkeit 
durchstromten Block. Als Temperiermedium dienen Flussigkeiten; meist Wasser oder wass- 
rige Salzlosungen. Die Temperierflussigkeit wird bevorzugt iiber flexible Schlauche von 
einer Heizung bzw. Kuhlung mittels einer Umwalzpumpe direkt in Offhungen (2 1) im Block 
(10) eingespeist. Das Fassungsvermogen des Temperierreservoirs (in Fig. 1 bezeichnet mil 
Heizung und Kuhler) auBerhalb des DNA-Moduls ist urn ein vielfaches groBer ais das Tot- 
volumen des DNA-Moduls danut beim Umschalten des 2-Wege-VentiIs diese StorgroBe 
minimiert wird. Die Heizung und der Kuhler temperieren ini Voflauf und werden bei Bedarf 
geiaktet. Eine Regelung schaltet das Veniil. Heizung und Kuhlung, zusammen rnit dem ge- 
eigneien Volumenstrom der Umwalzpumpe werden die gewiinschten Heiz- und Kiihlraien 
erreicht. Als Thermosiatoreinheit (20) ist bei dieser Ausfuhrungsform die Kombination von 
flussigkeitsdurchstrdmten Block, Umwalzpumpe, Heizung, Kuhler und 2*Wege-Ventil zu 
versiehen. Als DNA*Modul wird die Vorrichtung umfassend Aufiiahmeeinheit fiir Proben- 
bearbeitungsgefafi, Schuttier und Abscheider bezeichnet. 

Das System ermoglicht das Arbeiten mil magnetischen Partikeln (Beads). Unter Magnet- 
partikeln werden Partikel verstanden, welche durch einen Magnelen in eine bestimmte 
Richtung transportien werden konnen. Hierzu gehoren beispielsweise ferromagneiische 
oder superparamagnetische Materialien. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind 
ferromagneiische Materialien. Partikel sind feste Materialien mil einem geringen Durch- 
messer. Im Sinne der Erfindung sind besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche 
Komgrofle von mehr als 2,8 fim, jedoch weniger als 200 \im haben. Besonders bevorzugt 
weisen sie eine durchschnittliche KomgroBe zwischen 10 und IS ^m auf Bevorzugt ist die 
KomgrdBenverteilung homogen. Diese Partikel sind an ihrer Oberfl&che so modifiziert, daB 
sie die biologischen Kompartimente binden konnen. Hieriur geeignete Magnetpartikel sind 
die bekannten und kauflichen Latexmagnetpartikel, an welche z. B. Antik5rper gebunden 
sein konnen. Zur Bindung der biologischen Kompartimente an die Magnetpartikel werden 
insbesondere Antik6rper venvendet, welche gegen Oberfl^chenantigene der biologischen 
Kompartimente gerichtet sind. Derartige Magnetpartikel sind ebenfalls kommerziell erhalt- 
lich. 
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Des weiteren konnen glasmagnensche Pigmente eingesetzt werden, an deren Oberflichen 
Nukleinsauren binden. Solche glasmagnetischen Pigmente sind aus der deutschen Patentan- 
meldung 19537985.3 bekannt. 

Damit das erfindungsemafle Verfahren erfolgreich durchgefuhrt werden kann, ist es 
notwendig, die Magnetpartikel fur bestimmte Reaktionsschrilte an der Innenwand des 
ProbenbearbeitungsgefiBes zu binden und mit einem nachfolgenden Schritt wieder in 
Suspension zu bringen. Im Sinne der Erfindung. als besonders bevorzugt. wird fur die Posi- 
tioniening der Magnetcn ein Abscheider (40) mit einem oder mehreren an dem Abscheidcr 
befesugten Permanentmagneten oder Elektromagneten an das ProbenbearbeitungsgefaB 
herangefahren. Die fur eine effiziente Abscheidung erforderliche Entfemung des Magneten 
vom ProbenbearbeitungsgefaB hangt stark von der GroBe des durch den Magneten erziel- 
barenMagnetfeldes und der Gr6Be und Magnetisierbarkeit der Magnetpartikel ab. AuBer-_ 
dem hat die Art der spater folgenden Bearbeitungsschritte (z. B. mechanische Belastung der 
Magneten) einen EinfluB auf die zu verwendende Magnetfeldstarke. Sofem es sich urn einen 
Permanentmagneten handelt, wird dieser aus einer Position, die nicht fiir eine Abscheidung 
der Magnetpartikel ausreicht, in die Nahe des GefaBes gebracht, so daB die Magnetpartikel 
an der GefaBwand festgehalten werden. Fur den FaU der Verwendung eines Elektro- 
magneten wird dieser eingeschaltet und solange im eingeschalteten Zustand belassen, bis 
eine Bearbeitung der festgehaltenen biologischen Kompartimente abgeschlossen ist. 

Unter der Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes soli audi der Fall ver- 
standen werden, daB das GefaB in die Nahe des Magneten gebracht wird. Letziendlich 
kommt es also nur auf die Relativbewegiing des Magneten zum GefaB an. 

Der Abscheider (40) weist bevorzugt einen Magneten auf, welcher auf einer vorbestimmten 
Bahn, z. B. iiber Schienen oder, bevorzugt durch Bewegung des Magneten auf einer Kreis- 
bahn. z. B. urn eine neben dem ProbengefaB liegende Achse, auf das Probenbearbeitungsge- 
faB hin bcwegUch ist. Der Abscheider beinhaltet auBerdem einen Motor, welcher sowohl die 
Bewegung des Magneten auf das ProbenbearbeitungsgefaB zu als auch dessen Wegbewe- 
gung realisieren kann. 

In einer weiteren Ausfiihning weist der Abscheider(40) eine Zahnstange auf. die uber einen 
Gleichstrommotor oder altemativ uber einen Schrittmotor linear verfahren werden kann. 
Rechtwinklig angeordnet zu der Zahnstange befindet sich cine Haltevorrichtung fiir die 
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Magnete, in diesem Fall Pennanentmagnete. Die Endpositionen der Magnetbewegung 
konnen iiber Lichtschranken detektiert werden. Bevorzugt wird jedem Probenbearbeitungs- 
ge&D ein Magnet zugeordnet, der mit seiner Stimseite an dieses herangefiihn wird. Es ist 
jedoch auch moglich, an jedes ProbenbearbeitungsgefaB 2 Magnete heranzaifuhren. Dabei 
wird bevorzugt jeweils 1 Magnet an 2 GefaBe herangefiihrt, so daB fur n GefaOe lediglich 
n+1 Magnete einzusetzen sind. 

Zur Abscheidung mussen die Magnete moglichst nah an die Probenbearbeitungsgefafle her- 
angefiihrt werden, urn eine hohe Abscheiderate der magnetischen Partikel zu erzielen. 
Wichtig ist auch ein ausreichender Verfahrweg der Magnete zwischen den Positionen. In 
Abhangigkeit vom verwendeten Magnetmateriai und der Magnetgeometrie mussen die 
Magnete bis zu 40 mm vom Proberibeafbeitungsge^SB entfemt werden um eine ungewollte 
Abschediung zu verhindeni. Wichtig fur die Funktipn des^I^^^ die 
magnetischen Krafle nur dann auf die Partikel im ProbenbearbeitungsgefaB wirken, wenn 
dies gewiinscht ist. Somit ist der Magnet in der inaktiven Position so weit vom GefaB zu 
verfahren, dafl das Magnetfeld keine nennenswerte Wirkung mehr auf die Bewegung der 
Partikel hat. 

Dies kann auch so realisiert werden, daB der Abstand zwischen Magnet und Probenbear- 
beitungsgefaB nicht verandert wird. Die Magnetfelder konnen jedoch durch ein ^i-Metall, 
welches zwischen GefaB und Magnet bewegt wird, unterbrochen werden. 

Eine weitere mogliche Anordnung der Magnete erfolgt auf einer drehbaren, von einem 
Gleichstrommotor angetriebenen Welle. Mit dieser Ausfuhrungsform ist es moglich, die 
Magnete auf einer Kreisbahn zu bewegen. Die Magnete selbst konnen auf dieser Welle be- 
liebig angeordnet werden, so daB bei Bewegung der Welle ein Heranfuhren oder Wegbe- 
wegen der Magnete an bzw. von den ProbenbearbeitungsgefaBen erfolgt. Daniber hinaus ist 
eine Antiieb vorteilhafl, bei der auf gegeniiberliegenden Seiten des Systems je 1 Welle mit 
einer Anzahl Magneten angeordnet ist. Die Wellen werden iiber einen Zahnriemen von 
einem Motor angetrieben. Bei dieser Anordnung bewegen sich je 2 Magnete synchron auf 
die Stimseiten der ProbenbearbeitungsgefaBe zu. 

Magneten fiir die vorliegende Erfindung weisen bevorzugt eine Masse zwischen 0,5 und 
5 g, besonders bevorzugt zwischen 1 und 4 g auf Die auBeren Abmessungen, die im Proto- 
typ verwendei wurden, betragen 10 nmi x 10 mm x 3 nun. Als geeignetes Material fiir einen 
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Permanemmagneten haben sich seltene Erdmaterialien (z. B. NeFeB, VACODYM 370 HR) 
mit cinem optiinalen BH-Maximum bei kleinsten Abmessungen erwiesen. Fur eine effiziente 
Abscheidung ist es vorteilhafl, den Gradienten des Magnetfeldes besonders ausgepragt zu 
dimensionieren. Aus diesem Gnmd soUte auch die Positionierung des Magneien moglichst 
nah an dem GefSB erfolgen. Bevorzugt werden fiir die ProbenbearbeitungsgefaDe 
Materialien mit einer mbglichst geringen Dampfiing des Magnetfeldes eingesetzt, z. B. 
Polypropylen. 

An der Baueinheit rur Aufiiahme der ProbenbearbeitungsgefaBe sind an der Unterseite der 
Kavitat Schlauche (51) befestigt, die wiedenim mit einem, einen Unterdruck erzeugenden 
System, verbunden sind. Jeder Kavitat ist ein Schlauch zugeordnet. Da im Bodenbereich der 
PfobenbearreitunpgefaBe OfiBTurigen vofgesefien sind, kanh durcfi Erzeugeh eines'Unter- 
druckes derj[nhalt_der ProbenbeaiteittingsgefaDe abgesaugtund in den Abf^l (Waste), 
uberfijhrt werden. In der Aus&hning gemaO FIG 2 besitzt jede Kavitat eine Dichtung, die 
beim Absaugen des Wastes verhindert, dafl Luft zwischen ProbenbearbeitungsgefaD und 
Inlet (14) angesaugt wird. 

Das Unterdnicksystem besteht im wesentlichen aus einer Kolbenhubpumpe (50), die iiber 
ein Schlauchsystem mit den Kavitaten verbunden ist. Dazwischen ist ein Waste-Behalter 
geschaltet, der die Flussigkeit aufiiimmt. Die Eussigkeit, welche aus den Probenbearbei- 
tungsgefaBen abgesaugt word, ist Abfall. Des weiteren ist zwischen jedes Probenbearbei- 
tungsgefaD und dem Waste-Behalter ein Ventil geschaltet. Dieses Ventil ermogUcht das 
Schalten des Unterdrucks zu jeder Kavitat, wenn das System von der Pumpe iiber die Ab- 
faUflasche (Waste-BehSlter) bis hin zum Ventil permanent evakuiert ist. Es ist erfindungs- 
gemafl sowohl ein paralleles als auch ein sequentielles Absaugen der Probenbearbeitungsge- 
faBe moglich. 

In einer anderen Ausfiihrungsfoim werden Kolbenhubpumpe und Ventile durch eine 
Schlauchpumpe ersetzt. Die Abfallflasche ist in diesem Fall nicht permanent evakuiert. sie 
befindet sich im Fluidstrom hinter den Kavitaten und der Schlauchpumpe. Diese Anordnung 
erlaubt nur ein paraUeles Absaugen der Kavitaten. Es kdnnen auch mehrere Schlauch- 
pumpen eingesetzt werden, die dann eine bestimmte Anzahl von Kavitaten bedienen. Damit 
ist ein teilweise sequentielles Aibeiten mdglich. 
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Die Bewegung der Probenbearbeitungsgefafie erfolgt bevorzugt in horizontaler Richtung. 
Besonders bevorzugt wird die Aufiiahmeeinheit (10) bewegt, welche Vertiefiingen (12) mit 
jeweils einem ProbengefaB enthalt, so daB alle darin befindlichen ProbengefaBe geschuttelt 
werden. Uber Schwingungsdampfer (11) wird die Ubertragung der Bewegung auf das Ge- 
samtgerat reduziert. Im Siiine der Erfindung bevorzugt ist die Verwendung eines Schuttiers 
(30), der die Bewegung der Probenbearbeitungsgefafie (A) durchfuhrt. Diese Einheit kann 
jede prinzipiell zum Mischen von Eussigkeiten in einem GefaD geeignete mechanische 
Einrichtung sein. Ein bevorzugtes Beispiel einer solchen Einheit ist im Folgenden beschrie- 
ben. 

Ein Schrinmotor mit einem Excenter und einer Ausgleichsmasse bewegen von einem fesien 
Rahmen (1) die ubcr Schwingungsdampf^ auf diesen Rahmen aufgeseizte Aufhahmeeinheit 
(10) in einer kreisfbrmigen exzentrischen Bahn, fester Amplitude und variabler Frequenz. 
Die bevorzugte Amplitude A ist < 1,5 mm, die bevorzugte Frequenz (f) ist groBer als 1 Hz 
und kleiner als 50 Hz. Die Misch- bzw. Resuspensionsdauer betragt je nach physikalischen 
Eigenschaften des Probenmaterials zwischen 5 und 30 s. Durch Austausch des Excenters ist 
es moglich, die Amplitude zu variieren. 

Die Kombination des erfindungsgemaBen Systems mit einem Pipettierautomaien ist als 
solche nicht naheliegend, da hierfiir das Vorsehen einer definierten Positionierung der 
ProbengefaBe vor und wahrend der Pipettierschritte erforderUch ist. Das Schutteln der Ge- 
fafie fiihrt sonst dazu, daB sich die GefaBe nach jedem Schuttelvorgang an einer anderen 
Position befinden. Sofem die Position der GefaBe wShrend des Pipettiervorganges nicht 
genau spezifiziert ist, besteht die Gefahr, daB der Pipettiervorgang nicht ordnungsgemaB 
durchgefiihrt werden kaxm. Deshalb wird dafur gesorgt, daB sich das GefaB nach dem 
Schutteln in einer definierten, sogenannten Home-Position befindet, in welcher eine Pipettie- 
nmg Oder andere Vorgange stattfinden konnen. 

Vorteilhaft ist der Einsau eines Schrittmotors gegnuber dem Einsatz eines Gleichstrom- 
motors. um eine definierte Home-Position zu gewahrleisten. Die Home-Position kann vor- 
teilhaft mit einer Lichtschranke detektiert werden. 

In Bezug auf die konstruktive Ausfiihrung bestehen noch die folgenden non-invasiven alter- 
nativen Moglichkeiten, die aber alle in der Konstruktion aufwendiger sind (Varianten I imd 
2) Oder in den Mischschritten (3.) langer dauem: 
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1 Eine Kombinauon von tins, zwei oder drei iinearen Antrieben fur die Aufiiahmeeinheit 
in der Ebene bzw. im Raum (X-, Y-. Z-Achse) zur Erzeugung von z. B. Lissajous- 
Figuren. 

2. Taumeln, durch Neigen des Rahmens (1) urn einen bestimmten Winkel und Gegen- 
stellen der Aufiiahmeeinhdt (10). 

3. Magnetruhrer 

4 . Schwenken oder Klopfen des DNA-Moduls. 

Die Kopplung der Komponenten des Systems ist einerseits fiinktionell, z. B. durch Integra- 
tion der Magneten in die Einheit 10. Au.Serdem sind-die Sysiemkomponenten zeitlich-ge- 
koppelt. Zum Beispiel wird der Betrieb der Einheiten fur die gewunschte Anwendung in 
geeigneter Abfolge gesteuert, was beispielsweise durch ein Compuierprogranun oder durch 
Initiation der einzelnen Teilschritte durch den Anwender erfolgen kann. 
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Beschreibung des Verfabrens: 

Variante A: 

In einem ersten Schritt wird die Probe in einem Probenbearbeitungsgefafi zusammen mit 
magnetischen Partikeln (beads), welche die biologischen Kompartimente binden konnen, 
unter Schuttebi des ProbenbearbeitungsgefaBes inkubiert. 

Die Inkubation der Proben mit den Magnetpanikcln kann auf beliebige Weise gestaJtet wer- 
den. Erforderlich ist, daB sowohl die Probe als auch die magnetischen Partikel in das 
Probenbearbeitungsgefafi eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch 
deren Reihenfolge ist prinzipiell ohne groDere Bedeutung fur das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren. Bevorzugt jedoch werden die magnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem beikannten Gehalt magnetischer Partikel in das Probenbearbeitungsgefafi pipeitien. 
Entweder anschlieOend oder vorher wird die Probe in das Probenbearbeitungsgefafi ein- 
pipettiert. 

Die Inkubation wird solange unter geeigneten Bedingungen vorgenommen, bis eine aus- 
reichende Menge an biologischen Kompartimenten an die Magnetpartikel gebunden sind. £s 
wird sich hierbei im RegelfaU um einen Zeitraum zwischen 1 min und 10 min handeln. Das 
Probenbearbeitungsgefafi ist hierbei bevorzugt auf geeignete Weise, z, B. mittels eines 
Ddckels oder/und eines Ventils verschlossen. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, dafi das in dem Probenbearbeitungsgefafi be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei um ein 
Intervallschutteln handeln. Das Schiitteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba* 
tionszeit oder nur Teilen davon durchgefUhrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpartikel in der 
Flussigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Difiussion. Hierdurch wird die fiir die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

Im AnschluQ an die Inkubation und Bindung der Kompartimente an die Magnetpartikel 
werden die biologischen Kompartimente von der sie umgebenden Flussigkeit der Probe 
entfemt. Hierzu hat es sich als zweckm^ig erwiesen, die Magnetpartikel mit den daran ge- 
bundenen biologischen Kompartimenten durch Positionierung eines Magneten in der Nahe 
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des ProbenbearbeitungsgefaCes zu sanuneln. Hierdurch werden bevorzugt die Magnet- 
partikel mit den biologischen Kompartimenten an der Gefafiwand festgehalten. Die Ab- 
scheidung der Beads erfolgt also in der Regel an der Innenwand des Probenbearbeitunsgge- 
faBes Oder einem Teil davon, wclche unter der Fliissigkeitsoberflache der Probe befindlich 



ist. 



AnschlieBend wird die die biologischen Kompartimente umgebende Flussigkeit aus dem 
Probenbeaibeitungsgefafl entfemt. Dies geschieht unter Bedingungen, bei denen die 
Magnetpartikel an der Gefafiwand zuruckbleiben. Die Art der Entfemung hangt von der Art 
des ProbenbearbeitungsgefaBes ab. Sie kann z. B. abpipettiert werden. In einer bevorzugten 
Ausahrungsfoim jedoch, bei der das Probenbearbeitungsgefafi eine untere Auslafloffhung 
auiweisi, wird die Fiussigkeii durch diese einfaeh abgesaugi. Biese Art der Enifemung hali 
die mechanischejelastung der Magnetpartikel gering und vermeidet somit die AblGsung 
der Magnetpartikel von der Gefafiwand. 

Bin besonders wichtiger Schritt ist die Resuspension der an der Gefafiwand zuruckgehalte- 
nen Magnetpartikel in einer zugegebcnen zweiten Flussigkeit. Hierzu wird der Magnet aus 
der Nahe des GefiCes entfemt, so dafi die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten 
an der GefiBwand festgehalten werden. Wie oben beschrieben ist es auch moglich, das Ge- 
fafi aus der Nahe des Magneten zu entfemen. Gemafl der vorliegenden Erfindung hat sich 
das einfache Entfemen des Magneten als nicht ausreichend fur eine Resuspension erwiesen, 
wenn nicht das GefaB erganzend, bevorzugt gleichzeitig geschiittelt wird. Dieses Schiitteln 
wird mit dem SchutUer (30) durchgefiihrt. Es bewirkt eine gleichniafiige Verteilung der 
Magnetpartikel in der zweiten FlOssigkeit. Diese zweite Flussigkeit kann vor Entfemen des 
Magneten, jedoch auch erst nach Entfemen des Magneten in das Probenbearbeitungsgefafi 
eingefuUt werden, z. B. durch Einpipettieren. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann auch zur wdteren Aufireinigung von biologischen 
Kompartimenten verwendet werden. Hierzu wird erne Suspension der Magnetpartikel, 
welche die biologischen Kompartimente gebunden enthalten, in einem Probenbearbeitungs- 
gefafi so in Relation zu einem Magneten positioniert, dafi die Magnetpartikel mit den bio- 
logischen K mpartimenten an der Gefafiwand festgehalten werden, anschUeficnd die 
FlQssigkcit, welche die bi logischen Kompartimente enthielt, aus dem Gefifi entfemt wird 
und anschliefiend die Magnetpartikel in einer zweiten Russigkeit. hier einer Waschflussig- 
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keit, durch Entfemen des Magneten aus der Nahe des GefaBes, so dafl die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der Gefaflwand festgehalten warden, und gleichzeiiig 
Schiitteln des Gefai3es resuspendiert. Dieser Waschvorgang kann beliebig wiederholt wer- 
den, bis eine ausreichende Reinheit der biologischen Kompanimente erreicht ist. 

AJs weiterer Schritt des erfindungsgemaflen Verfahrens ist anschlieOend der AufschluB 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompanimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fiir 
bestimmte Arten von Kompanimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fiir den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fiir eine bestimmte Zeit inkubien, die fiir das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
Oder voUstandigen Verdau der Zeiiwancie unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimemen enthaltenei^Nuklrin^ureninl^bi^rtjvir^ bevorzugt bei Tempera- 

turen uber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 ""C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch aJs 
AufschluBmischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise uber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefiihrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfugig erhoh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf 
hohere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 **C, oder, bei potentiell infektiosen 
Proben, auf 95 X. Hierbei kann gewiinschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekuhlt, und zwar unter Bedingungen, die ab- 
hangig sind vom Zweck des erfindungsgemSBen Verfahrens. Soil eine Isolierung der 
Nukleinsauren an einer festen Phase suttfinden, werden Bedingungen eingestellt, bei denen 
die NukleinsSure an diese feste Phase binden kdnnen. Ein geeignetes Verfahren zur Bindung 
von Nukleinsauren ist die Inkubation der freigesetzien Nukleinsauren mit Glasoberilachen 
unter Anwesenheit chaotroper Salze. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
EP-A-0 389 063. Hierbei werden die Nukleinsauren in unspezifischer Weise an die Glas- 
oberflache gebunden, w^end andere Bestandteile der biologischen Kompartimente sowie 
der AufschluBreagcnzien nicht oder nur unwesentlich an die Glasoberflache gebunden 
werden. Bevorzugt wird anschlieBend die Flussigkeit, welche die ubrigen Bestandteile 
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enthalt, aus dem ProbenbcarbeitungsgefiQ entnommen. z. B. abgesaugt, wahrend die Glas- 
oberllache mit den daran gebundenen Nukleinsaiiren im ProbenbearbeitungsgefaB verbleiben 
kann. In einer bevorzugten Ausfiihmngsform wird eine feste Phase in Form eines Glas- 
faservUeses in das ProbenbearbeitungsgefaB eingefuhrt und mit der Mischung inkubiert. 
Hierdurch werden die Nukleinsauren an der Glasfaser immobiUsiert und konnen auf einfache 
Weise mit dem Glasfaserviies aus dera Probenbearbeitungsgefifl entnommen werden. 

Fur den FaU, daU die Nukleinsauren nach ihrer Freisetzung nachgewiesen werden sollen, 
werden diese mit einer Sonde hybridisiert. Bei dieser Sonde handelt es sich, wie oben be- 
schrieben, um ein Molekiil, welches eine zu der nachzuweisenden Nukleinsaure oder einen 
Teil davon komplementaren Basensequenz aufweist. In einem bevorzugten Falle handelt es 
sich um ein Oligonukleoud, welches mit einer nachweisbaren Gruppe markiert ist. Die Ab- 
kuhlung.der=Reaktionsmischung.findet daher unter Bedingungen statt, bei denen eine 
Hybridisierung der nachzuweisenden Nukleinsaure mit der Nukleinsauresonde stattfindet. 
Diese Temperaturen sind einem Fachmann bekannt. In einer anderen Ausfuhrungsform als 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren findet eine Hybridisierung zwischen der nach- 
zuweisenden Nukleinsaure und einer Festphasen-gebundenen Nukleinsauresonde statt. 
Hierbei kann die Sonde an eine beliebige Festphase, solange sie nur von der iibrigen Reak- 
tionsmischung abtrennbar ist, venvendet werden, z. B. Mikrotiterplatten-Kavitaten oder die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaDes. Verfahren zur Immobilisierung von 
Nukleinsauresonden. insbesondere der sogenannten Fangsonden, sind dem Fachmann be- 
kannt, z. B. aus EP-A-0 523 557. 

Im allgemeinen wird sich an die Abkuhlung der Mischung eine Abtrennung der zu isolieren- 
den brw. nachzuweisenden Nukleinsauren von der sie umgebenden Flussigkeit, welche ggf. 
noch Reste der AufschluBmischung und evtl. der fur die Bindung der Nukleinsauren an eine 
feste Phase benutzten Reaienzien enthalt, anschlieBen. Hierzu kann, je nach Art der ver- 
wendeten festen Phase, eine Filtration oder eine Entfemung der festen Phase aus dem 
Probenbearbeitungsgefiifl oder AbpipetUeren der FlQssigkeit aus dem Probenbearbeitungs- 
gefaB vorgenommen werden. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieOend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in iibUchen. dem Fachmann bekannten 
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Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung. 

Variante B 

In einem ersten Schritt wird die Probe in ein Probenbearbeitungsgefafi zusammen mit Lyse- 
Reagenz, glasniagnettschen Panikeln (beads), welche die in den biologischen 
Kompartimenten enthaltenen Nukleinsauren binden konnen, pipettiert und das 
ProbenbearbeitungsgefaOes anschlieBend verschlossen und geschuttelt. Erforderlich ist, daB 
sowohl die Probe, das Lyse-Reagenz als auch die glasmagnetischen Partikel in das Proben- 
bearbeitungsgefaB eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch deren 
Reihenfolge ist prinzipiell ohne groOere Bedeutung fiir das erfindungsgemaBe Verfahren. 
Bevorzugt jedoch werden die glasmagnetischen Panikel in Fonn einer Suspension mil 
einem bekannten Gehalt glasmagnetischer Partikel inndaJPrdbenbearbeitu^^ 
pipettiert. Entweder anschlieBend oder vorher wird die Probe in das Probenbearbeitungsge- 
fafi einpipettiert. Wesentlich ist, daB Probe, glasmagnetische Partikel und Lyse-Reagenz 
durch Schiitteln homogen durchmischt werden. 

Als weiterer Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist anschlieBend der AufschluB 
(Lyse) der biologischen Xompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Arten von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispieisweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und flir eine bestimmte Zeit inkubiert, die fiir das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder voUstandigen Verdau der Zellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen NukleinsSuren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bei Tempera- 
turen iiber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 ®C gearbeitet. Die 
Mischung, weiche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschluBmischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise iiber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefiihrt. 

In^esondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfiigig erhoh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf 
hdhere Temperaturen zu erhitzen, beispieisweise auf 70 **C, oder, bei potentiell infektiosen 
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ProbMi, auf 95 °C. Hierbei kann gewiinschtenfalls auch das Lysereagenz, soilte es bei 
weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

Ein wesentUches Merkmal der Erfindung ist, daB das in dem Probenbearbeimngsgefafl be- 
findUche Gemisch wahrend der Inkubation geschiittelt wird. Es kann sich hierbei urn ein 
Intervallschiittein handeln. Das Schiitteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeil oder nur TeUen davon durchgefuhrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologjschen Kompartimente und der Magnetpartikel in der 
Fliissigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffiission. Hierdurch wird die fiir die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

AnschlieBend wird die AufschluDmischung abgekuhit, und zwar unter Bedingungen, die 
abhangig sind vom Zweck des erfindungsgemaOen Verfahrens. Dit aus dem biolbgiscKen 
Kompartiment herausgelosten Nukleinsauren soilen nun unspezifisch an der Oberflache der 
glasmagneuschen Partikel binden. Um eine Verbesserung der Bindungseigenschaften zu 
erzielen, wird der AufschluBmischung nach der Lyse noch i-Propanoi oder Ethanol zugege- 
ben, in Abhangigkeit von der Art des biologischen Kompartiments. AnschlieBend erfolgt 
eine weitere Durchmischung des Ansatzes durch SchOtteln des ProbenbearbeitungsgefaBes. 
Die Nukleinsauren werden nun unspezifisch an der Festphasenoberflache gebunden, wobei 
andere BestandteUe des biologischen Kompartiments und AufschluBreagenzien nicht oder 
nur in unwesentlichen Bestandteilen an die Glasoberflache adsorbieren. 

Nachdem diese Festphasenbindung abgeschlossen ist, wird durch Aktivierung der 
Magnetfelder das glasmagnetische Pigment mit der gebundenen Nukieinsaure an die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaBes abgeschieden und der Uberstand aus dem GefiB 
entnommen. In einer bevorzugten Ausfuhxungsform jedoch. bei der das Probenbearbei- 
tungsgefaB eine untere AuslaBofl&iung aufweist. wird die Fliissigkeit durch diese einfach 
abgesaugt. Diese Art der Entfemung halt die mechanische Belastung der Magnetpartikel 
gering und venneidet somit die AblSsung der Magnetpartikel von der GefaBwand. 

In einem nSchsten Bearbeitungsschritt werden die glasmagnetischen Partikel in einer 
Waschfliissigkeit resuspendiert. Kerzu wird der Magnet aus der Nahe des GeftBes entfemt, 
so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten 
werden. Wie oben beschrieben ist es auch mSglich, das GefaB aus der Nahe des Magneten 
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zu entfemen. GemaB der voriiegenden Erfindung hat sich das einfache Entfemen des 
Magneten als nicht ausreichend fur eine Resuspension enviesen, wenn nicht das GefaO er- 
ganzend, bevorzugt gleichzeitig geschuttelt wird. Dieses Schutteln wird wiedenim durch 
den Schuttler (30) durchgefuhrt, was eine gleichmafiige Verteilung der Magnetpartikel in 
der Waschflussigkeit bewirkt. Diese Waschflussigkeit kann vor Entfemen des Magneten, 
jedoch auch erst nach Entfemen des Magneten in das Probenbearbeitungsgefafi eingefuUt 
werden, z. B. durch Einpipettieren. Der Waschschritt kann beliebig wiederholt werden bis 
eine ausreichende Reinheit der isolierten Nukleinsauren erreicht ist. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieBend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in iiblichen, dem Fachmann bekannten 
Verfahren zurn Naehweis von Nakieirisauren^^^ oder einer Markieruhg zur Verfu- 

gung. 

Das erfindungsgemafle Verfahren benutzt also eine Kombination von Bearbeitungsschritien, 
welche eine Aufiiahmeeinheit (10) zur Aufiiahme eines oder mehrerer Probenbearbeitungs- 
gefafie, eine Themiostatoreinheit (20) zur Thermostatisiemng der Probenbear- 
beitungsgefaOe und darin enthallener Flussigkeiten, einen Schuttler (30) zum Schutteln der 
Probenbearbeitungsgefafle und eine Einheit (40) zur magnetischen Abscheidung der 
Magnetpartikel an eine Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes verwenden. Uberraschen- 
derweise lassen sich diese Verfahrensschritte und Einheiten in einem einzigen Reaktions- 
block ausfiihren. Als Reaktionsblock wird hiermit eine Vorrichtung verstanden, welche die 
Einheiten 10, 20, 30 und 40 teilweise oder vollstandig in aufeinander abgestimmter Kopp- 
lung enthalt. Auf erfindungsgemafle Weise gelingt es auf einfache Weise einen Vorgang, 
welcher bisher eine Vielzahl manueller Arbeitsschritte voraussetzte, in einem einzigen Gerat 
ablaufen zu lassen. Insbesondere hat es sich enviesen, daD die erfindungsgemaflen Reak- 
tionsblocks besonders efTektiv sind. Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren konnen mit ihnen schneller durchgefuhrt werden als bisher. Es ist dariiber hinaus 
mdglich, wahrend der genannten Schritte die Nuklemsaure nicht aus dem GefaO zu ent* 
femen. Dies stellt sowohl im Hinblick auf den Zeitaufwand, als auch auf die Vermeidung 
von Kontaminationen einen erheblichen Fortschritt gegeniiber dem Stand der Technik dar. 
Oblicherweise wurden bisher namlich Abkiihlungen von Suspensionen durch manuelle 
Entnahme eines ProbenbearbeitungsgefaBes aus dem Gerat und Eintauchen des GefaBes in 
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ein KOhlbad durchgefiihrt. Ein solches Vorgehen hat sich als fiir die Zukunft in der 
Routinediagn stik nicht ausreichend gedgnet erwiesen. 

In FIG 3 ist on erfindungsgemafles Verfahren zur Isoliening von NuklansSxiren gezeigt. 
Auf diesc Figur wird bd der im folgenden Bdspiel beschriebenen Schilderung dnes Verfah- 
rens Bezug genommea Das ProbengefiB befindet sich in einer Aufiiahme in Einhdt 10, 
wobei bevorzugt am Probengefifl ein Steg (A20) vorgesehen ist, der der Innenfonn der 
Aufiiahme angepaflt ist (z. B. konische AuOenform). Die im Langsschnitt gezeigten GefaBe 
konncn auf einfiiche Wdse spritzguDtechnisch aus Polypropylen hergcstellt werden. 

Ein Hauptvorteil der Erfindung ist, daB das System in weitem Umfang auf die Verwendung 
untcrschiedUcher GrSjBcn von J^gjietparukehi adaptiert werden karai. Es .ist relativ flexibd 
und in unterschiedlichsten Verfahren einsetzbar. 

Durch das folgende Beispiel wird der Gegenstand der Erfindung naher erlSutert: 
Beispiel 1 

Bd dem erfindungsgeraSBen Verfahren handdt es ach um ein Verfahren, dessen Grundzuge 
dem Fadimann aus der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. Sowdt experimentelle Details 
im Folgenden nidit ausgefiihrt sind, wird voUinhaltlich auf Molecular Cloning, Herausgd)er 
J. Sambrook et aL, CSH 1989 Bezug genommen. 

In einer besonderen Ausfiihiungsform des erfindungsgemaBen VerfiArens fur die Aufarbd- 
tung nukldnsaurehaltiger ProbenlOsungen, werden folgende Arbdtsschritte durchgefiihrt 
(siehe HG 3). In dnem ersten Schritt (I) wird eine zellhaltige ProbenflQssigkdt in einem 
ProbegefiB (A) mit dnem Material inkubiert, an wdches die Zellen gd)unden werden, aus 
denen Nukleinsauren gewonnen werden sollen. Hierzu kann dieses Material entweder spe- 
zifische Bindedgenschaften fiir die Obeiflache der Zellen aufweisen, z. B. durch Immobili- 
sieiung von AntikOrpem gegen Oberflachenantigene oder dn Absorbermaterial (A16, nicht 
gezdgt), es kann jedoch auch ein Material mit Filtereigenschaflen (A15, nicht gezdgt) 
vorgesehen sein, durch wdches die Zdlen zuriickgehalten werden, wenn die Flussigkdt 
durch das Material durchtritt, z. B. aus dem ProbengefSB entfemt wird. Bedingungen fiir die 
Immobilisierung von 2^en an OberfUchen sind dem Fachmann bekannt, z. B. aus Methods 
in Enzymology Vol. 171, Biomerabranes / Part R Transport Theory: Cell and Modd 
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Membranes, Edited by Sidney Fleischer, Becca Fleischer, Department of M lecular 
Biology, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Seiten 444 ff oder 581 flF.. 

WShrend der Inkubation ist das ProbengefaD bevomigt durch einen Deckel (B) ver- 
schlossen, um aktiven bzw. passiven Kontaminationsschutz zu gewahrleisten. 

In einem weiteren Schritt wird die Flassigkeit aus dem ProbengefaB entfemt, w^end 
Zellen, deren NukleinsSuren isoliert werden soUen, in an das Material gebundenem Zustand 
im Probenge^ z&mickbleiben. Da es ach bd dem zellbindenden Material um partikul^e 
Materialien handelt, kann ein Zuriickhalten dadurch erreicht werden, daB das Material 
magnetisch ist (Hersteiler: Dynal, Oslo, Norwegen) und der Magnet von auOen an das 
ProbengeM herangefilhrt wird. Die Flassigkeit kann durch die AuslaBOfi&iung (All) unter 
Anlegen eines leichten Vakuums, abgesaugt werden. Hierzu ist an der AuslafidfiBiung ein 
Ventil vorgesehen, welches sich durch-Anlegen von tlnterdnick Sflfiiet. 

Zur weitergehenden Entfemung eventuell storender Probenbestandteile von den Zellen wer- 
den ein Oder mehrere Waschschritte vorgesehen. Hierzu wird in das ProbengefaD eine 
Waschflussigkeit eingefiillt, in der sich eventuelle Verunreinigungen losen, die jedoch die 
Bindung der Zellen an die Obeifl&che des zellbindenden Materials nicht wesentlich beein- 
trachtigen. Solche Waschlosungen sind dem Fachmann z. B. aus den ZeUseparationsproto- 
koUen bzw. aus entsprechenden Reinigungskitsprotokollen fiir Nukleinsauren bekannt. Sie 
richten sich im wesentlichen nach der Art der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gegebenenfalls die letzte Waschldsung aus dem ProbengefaB (A) abgesaugt 
wurde, werden die gereinigten, angereicherten Zellen mit einer geeigneten Lyseflussigkeit 
zur Freisetzung der Nukleins^en aus den Zellen in Kontakt gd)racht. Die Reagenzien 
dieser LyselOsung richten sich weitgehend nach der Art der immobilisierten Zellen (Rolfs et 
al.: PCR, Clinical Diagnostics and Research, Springer Veriag, 1992, S. 84 fi). Sofem es ach 
bd den Zellen um Bakterien handelt, enthSlt die Lyselosung bevorzugt Proteinase K zum 
Abbau der Zellwand. GewQnschten&lls wird die Lyse durch Eriiitzen bzw. AbkOhlen sowie 
Mischen der Reaktionsmischung durch SchOttehi des ProbengefkBes unterstiUzt. Am Ende 
dieses Aufschlusses liegen die zu isolicrenden Nukleins&uren &ei in der Ldsung vor. 



Auch w&hrend der Lyse ist das ReaktionsgefMB bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, 
um Kontaminadonen aus der Umgebung zu verhindem. Nach Ende der Lyse wird der 
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Deckel, bevorzugt mit Hilf einer entsprechenden mechanischen Vorrichtung, entfemt. Da- 
nach wird b das ProbengefilO, wdches eine Mischung von Abbauprodukten der ZeUen so- 
wie die Nukleiiisauren enthilt, ein FonnkSrper (C) cingefiihrt, dessen iuBere Kontur (C12) 
auf die innere Kontur (A17) des ProbengefaBes abgestimmt ist. Dieser FormkSiper ist hohl 
und in Richlung auf das Probengefifl und die Reaktionsmischung hin durch einen Filter 
(CI 1) (por6se Matrix) verschlossen. Die Einfiihiung des Fomikdrpers (C) erfolgt bevoizugt 
rait Hilfe cines Bauelementes (Bl 1) des Deckels (B). der auflerdem ein Bauelement (BIO) 
cnthalt, welches zum VerschluB des ProbengefiOes gedgnet ist. In diesem Fall wird der 
Formkbrper mit dem Deckd ergriffen (II) und gleichzeitig mit dcm VerschluB des Proben- 
gefaBes in das Probengefifl eingcfuhit. Wahrend dieses Vorgangs wird auBerdem die Reak- 
tionsmischung durch den FUtcr (CI 1) in den HoWraum (C14) des FonnkOrpers eindringen 
(IV). Durch das Vorsehen des Filters konnen einerseits groBe Partikel an dem Eintritt in den 
Hohlraum gdiindert werden und andererseits wird wegende^mkleinsau^ebindOT^ 
Eigenschaften schon wahrend des Durchtritts der ReakUonsmischung eine Bindung der 
Nukleinsauren an den FUter erreicht. In diesem Fall wird ein glasfeserhaltiges FUtermaterial 
gew&hlt. 

In einem nSchsten Schritt wird die veibleibende Lysereaktionsmischung aus der durch A 
und C gebildcten Vorrichtung entfemt durch Absaugen durch die Auslaflfiffiiung (Al 1) im 
ProbengefiB. Auch die in den Hohlkorper (C14) des Fonnkorpers eingedrungene Losung 
wird somit entfemt, so dafl der FUter mdgUchst kerne HQssigkeitsreste mehr enthalt. Danach 
wird der bisher vcrwendete Deckel (B) entfemt, wobei der Formkbrper (C) zunichst im 
ProbengefiB veri)lttbt (dngerastet) (V). 

Gleichzeitig oder anschUcflend wird ein ElutionsgefaB (D) zur Au&ahmc des FomJcorpers 
(C) vorberdtet (entweder im erfindungsgemaBen System oder aufleriialb). Ein gegebenen- 
fidls auf diesem GefiB bcfindlicher Deckel wird entfemt (VI). Bevotaigt wird vor Uber- 
fiihrung des Fonnkfiipers (C) in das HuUonsgefiB (D) eine Elutionsldsung in das Ehj- 
tionsgefiB vorgelegt, z. B. einpipettieit. Die Zusammensetzung der Hutionslasung richtet 
sich nach der Art der Bindung der Nukleinsauren an das Material im FUter (C). Sie entMlt 
Reagenzien, unter deren Einwirkung die immobilisierten Nukleinsauren von dem Material 
eluiert, d. h. gelOst, werden. Der urspriinglich das Elutioosgefifl verschlieBende Deckel (B) 
wird auf das ProbengefiB (A) mit dem Fonnkdrper (C) aufgesteckt (VD). 
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Zur Entoahme des Fonnk rpers (C) aus dem ProbengefkB (A) wird der Formkorper (C) mil 
dem Deckel (B) entfemt (Vm). Die Kombination aus Deckel und FonnkOrper wird an- 
schliefiend in das Ehitionsge&B eingefuhrt (DQ. Bevorzugt enthSlt der Fonnkdrper (C) 
Mittel (CI3, nicht gereigt) zur Ffadening des ForaikOrpers im Elutionsgeafl (D), die be- 
wirken, dafl der FormkOrper nur unter Zerstenuig des Fonnkdrpers (C) oder des GefaOes 
(D) Oder mit einer Kraft, die grdOer ist als die Kraft die zur Ldsung des Deckels (B) vom 
Formkorper (C) erforderlich ist, aus dem GefaB (D) entfemt werden kami. Eine Entfenmng 
des Fonnkdrpers aus dem ElutionsgefaO ist nicht beabsichtigt. 

WShrend des Eindringens des Formkdipers (C) in das ElutionsgefaB dringt die vorgelegte 
Elutionslosung in den Filter (Cll) und die l6st die immobilisierte Nukleinsaure von der 
f^.en Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten Elutionslosung vrd-d enrwcdef nur der 
Filter mit der Elutionslosung getr&nkt oder dringt die Elutionslosung mit den wieder ge- 
l6sten Nukleinsauren in den Hohlkorper (CI 4) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren 
mdgiichst voUst^dig verl&uft, soUte die Innenkontur des Elutionsgefafies moglichst dicht an 
die Aufienkontur des Fonnkdrpers angepaBt sein. 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Fonnkdrper (C) 
und EIutionsgetkB (D) entfemt (X). Er wird benutzt, um einen Stempel (E) au&unehmen 
PO) und in den Hohlraimi des Formkorpers (C) einzuftihren (XII).Dieser Deckel greift von 
innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter (Cll) geprefit, dafi 
Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksflache befindliche Offiiung in einen 
Innenraum des Stempels eindringt. Dieser Vorgang ist besonders efiektiv, wenn die An- 
dnicksflache in ihrer Sufieren Kontur zumindest in dem Bereich, in dem die Auspressung 
stattfinden soil, an die innere Kontur des Fonnkdrpers (C) angepaBt ist. Der Stempel (E) 
kann bevorzugt in dieser Lage, z. B. durch Einrasten, fixiert werden. Da die so gebildete 
Vonichtung durch den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleins^ehaltige 
Ldsung in der Vonichtung aufi)ewahrt werden. 

Zur Entnahme einer gewOnschten Menge an Nukleins^eldsung kann der Deckel entfemt 
(Xm) und Ober eine Offiiung des Innenraums des Stempels die gewUnschte Menge ent- 
nommen, z. B. in einem Pipettiervorgang (XTV). Anschliefiend kaxm der Deckel wieder auf- 
gesetzt werden. 

Im Folgenden wir das zu dem geschilderten Veriahren passende Ablau&chema angeg^en. 
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Gerat 


Anwender 


automatisch (programmgesteuert) 
temperieren 
absaugen 

sepaheren (magn. Fcstphasc) 
mischen/resuspcndieren 


nianucu 

pipettieren 

- Tubes, Glasvlieseinsatz, Back-Up 
GefaD auf Gerat plazieren 



ManueUe Arbdtsschritte sind fettgednickt dargesteUt. Nicht-imnueUe Arbeitsschritte oder 
Teilabiaufe werden durch BetaUgen beispielsweise einer Taste aufgenifen. 
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Im F Igenden werden das Probengefafi A als Tube, Elutionsge&fi D als Baclc-Up-GeiMB, 
Formkdrper C als Glasvlieseinsatz und Stempel E als AuspreOstempel bezeichnet. 



Scfaritt# 


Aktion 


ZeH(s) 


1 


Tube * I - 16 auf Rtakrionsmodule plazierea 




2 


pipettiereo - Rezeptor (SO-lOOpl) u. SA-beads 
(50-100 ul) in Tubes # 1 - 16 




3 


pipetderen - Probe (1.000 pi) in Tubes #1-16 




4 


Deckel • Tubes verschliefien (16 StQck) 










5 


Miscfaen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


30 s 


6 


Inlcubadon; 9 = 4 °C. nach Inkubation 9 = RT (Darallel 


.300tl.200-s - 


6* 


evtl. Mischen wahrend Inkubation 




7^ 


Magnet AftTTV (parallel) 


5 s 


8 


absaugen Waste (sequentieil 5 s) 


80s 


9 


Magnet INAKTIV (parallel) 


5s 








10 


Deckel - Tube dffiien (16 Stuck) 




11 


1. Waschschritt 

pipettiexen • Waschldsung 500-1 .000 pi (nieder- 
moiares Salz) in Tubes #1-16 




12 


resuspendieren: Frequenz » 30 Hz (parallel) 


5s 


13 


Magnet AKTIV (parallel) 


5s 


14 


absaugen • Waste (sequentieil 5 s) 


80s 


15 


Magnet INAKTIV (parallel) 


5s 








16 


2. Waschschritt 

pipettieren • WavJilftsung 500-1 .000 pi (nieder- 
molares Salz) in Tubes #1-16 










17 


resuspendieren; Frequenz => 30 Hz (parallel) 


5s 


18 


Magnet AKTIV (parallel) 


5s 


19 


absaugen - Waste (sequentieil 5 s) 


80s 


20 


Magnet INAKTIV (parallel) 


5s 
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Aktion 


Zeit(s) 


20.1 


3. Waschschntt (q>tioQal) 

pipettiercn • Wascfal6sung 500-1.000 \il (nieder- 

molaics Salz) in Tubes # 1 - 16 










20.2 


resusDcndiciai: Freoueaz = 30 Hz (parallel) 


Ss 


20.3 


MaRDct AKITV (DaraUel) 


5s 


20.4 


absauRca - Waste (scquenticll 5 s) 


80 s 


20 5 


Mamct INAKTIV (parallel) 


Ss 








21 


nincttieren * Lvse^Mix, Reagcnz 1+2 (400 ul) 

P-M - • ^ 

Guazudinium Hydrochlorid oder Guanidinium Rbodanid 

uja Proteinase K (25 Ml) in Tubes 

#1-16 


- 


22 


Deckd - Tubes vcrschlieflcn (16 Stuck) 










23 


reHcujmeiidieren: Freoucnz = 30 Hz (parallel) 


5s 


24 


Inlcubati<xi:9 = 70 •^C 


600 s 




[OpticKial: lokubation: 9 ^ 95 bci pot. infckt. 
Probenl , . 


900s 


25 


Inkubation:9»RT 


300s 








26 


Deckel - Tubes dfBien (16 Stuck) 




27 


pipettiercn - Ethanol (Isopropanol) 200 ^1 in 
Tubes #1-16 




28 


Deckel - Tubes vcrschlicBcn (16 Stuck) 










29 


Mischen; Freoucnz = 30 Hz (paralld) — 


30 5 










TWVM - Tiihes fiffhen (16 Stuck) 




31 


Glasvlies-Einsatz ia Tube # 1 anvtvm in 
Tubes#l-16 










32 


absaiigeo 'Waste (sequentiell 5 s) 


80s 
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Schritt # 


Aktion 


Zcit(s) 


33 


pipettieren - Waschidsung SOO ^1 (chaotropes 
Salz^Ethanol) in Tubes « 1 * 16 










34 


absau^ - Waste (sequentiell S s) 


80 s 








35 


pipettieren - Waschidsung 500 ^l (chaotropes 
SalzAEthanol) m Tubes #1*16 




36 


absau^en * Waste (sequentiell 5 s) 


80s 








37 


Back*Up-Gefifi auf Modal setzen (#1-16) 






nindtieTen - Plutionsvolumcn in Rarlf-T Tn-/¥pfe ft ( 1 00- 




39 


<rfn^li^.1^mcat7 vmt Tiihe i( 1 in Rark.T Ip.^ri^lSR 

¥beShSo(I l -l6T " 




40 


Auspiefistonpel (# 1 - 16) in Back-Up^e^ hinein - 
Elution 




41 


VeischlieQen Back-Up-GeSB (16 Deckd) 




42 


Tube# 1 • 16vomRMnehinen-Waste 





Gewiinschtenfalls werden die Absaugschl^che and die Ausnehnuingen mitteis einer Reini* 
gungsflussigkeit gespQlt und somit gereinigt (vor bzw. nach Durchfuhning des Verfahrens 
und in Abwesenhdt der Probengef^e. 

Eine weitere Ausfiihrungsfonn eines Systems zur Freisetzung und Isoliening von Nuklein- 
sSuren ist in den Figuren 4 bis 8 dargestellt. 

Figur 4: Perspektivische Darstellung des Systems 

Figur 5: Phantomzeichnung des Systems 

Figur 6: Aufiiahmeeinheit fiir ProbenbearbeitungsgefkBe 

Figur 7: C^erschmtt durch eine Aufiiahmeposition filr etn Probengef^ 

Figur 8: Schieber mit Magneten 
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Das in Figur 4 dargesteUte System besitzt 4 Aufiiahmednheiten (100) fur Probengefiite. Die 
Aufiiahmeeinhetten (100) sind an einem Trager (101) befestigt. Durch eine Bewegung des 
Trtgers (101) kdnnen die 4 Aufiiahmeeinheiten (1 10) gemeinsam bewegt und geschiittelt 
werden. In der Phantomzeichnung (Figur 5) ist detaillierter zu erkennen, wie die Bewegung 
des Tragers (101) eifolgt. Der TrSger besitzt an seinen 2 Enden jeweils eine kreisfoimige 
Ausnehiming (102). in der ein Zapfen (103) iSuft. Der Zapfen (103) ist exzentrisch auf der 
Achse eines Motors (104) angeordnet, so dafl bei einer Drehung der Motorachse eine Ver- 
schiebung des TrSgers in einer Ebene crfolgt. In der Phantomzeichnung (Figur 5) ist 
weiterhin zu erkennen, daB die Aufiiahmeeinheit (100) Kuhlrippen (105) besitzt. Durch 
Ventilatoren (106) im Boden des Systems wird zur Kuhlung ein Luftstrom dutch die Kuhl- 
rippjn g^lasen. 

In Eigur.6 ist eineAufeahmeeinheii (,100)JetailUerter darges^ 

sitzt 6 einzelne Aufiiahmepositionen (107) zur Aufiiahme von ProbenbearbeitungsgefaDen. 
Die Aufiiahmepositionen (107) sind uber einen Rahmen (108) thermisch leitend mit dem 
Pehierelement (109) und dieses mit den Kflhirippen (105) veibunden. In dem Rahmen (108) 
befindet sich eine Widerstandsheizung zur Beheizung der Aufiiahmepositionen sowie 
Temperaturdetektoren. Der Rahmen (108) ist auf einem Peltierelement (109) montiert, das 
in Waimeaustausch mit den Kuhlrippen (105) steht. Eine Erwarmung der Probenbearbei- 
tungsgefafie eifolgt durch die im Rahmen untergebrachten Heizelemente. Zur Abkiihlung 
der ProbenbeaibeitungsgefiBe werden die Aufiiahmepositionen (107) iiber das PelUer- 
element (109) gekiihlt. Die vom Peltierelement auf der gegenuberliegenden Seite abge- 
gebene Warmc wird fiber die Kuhlrippen (105) abgefuhrt. 

In Figur 7 ist ein Querschnitt durch eine einzelne Aufiiahmeposition (107) dargestellt. Die 
Aufiiahmeposition besitzt eine Bohrung, in der sich ein Probengefifl (1 10) befindet. 
Probengefafl und Bohrung sind so aufeinander abgestimmt, dafl die Wandungen aneinander 
anUegen. um einen eflBzienten Wfirmefibergang zu ermdgUchen. Vorzugsweise besitzt das 
Probengeflifl eine leichtc Konizitat, d. h. veijungt sich zur Untcrseite, da so bei Voriiegen 
einer entsprechenden Konizitat der Aufiiahmeposition on guter Kontakt der Wandungen 
crreicht werden kann. Bcvorzugt betragt die Konizitat 0,5 bis 1 Im unteren Bcrcich der 
Aufiiahmeposition befindet sich ein Einsatz, der an seiner Unterseite eine Ausnehmung 
(1 12) besitzt, in wdche die Olive eines Schlauches eingeschraubt werden kann. An seiner 
Oberseite besitzt der Einsatz (112) eine Ausnehmung, in die ein verjiingter Teil des 
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ProbengefiBes (110) eingescboben wird. Um einen dichtcn Abschlufi zwischen dieser Aus- 
nehmung und der VeijOngung des Probenge&fies zu erzieien, befindet sich an dieser SteUe 
ein Dtchtimgsiing (113) in Fonn eines 0-Ringes, der die Verjungung des ProbengefaBes 
umfaDt. Zur Entnahme von Eussigkdten aus dem ProbengefaB (110) wird mittels eines 
Schlauches, der an die Ausnehmung (112) angeschlossen ist, ein Unterdnick an das 
ProbengefMB (1 10) angelegt. 

Die erfindungsgem^e Nut2ung des Systems sieht es vor, dafi an die Probengefafie (1 10), 
wShrend sie sich in dai Aufiiahmepositionen (107) befinden, ein Magnetfeld angelegt wer- 
den kann, um magnetische Partikel festzuhaiten. Zu diesem Zweck wird an die Aufiiahme- 
positionen (107) die in Figur 8 dargestellte Anordnung von Magneten herangefahren. 

Figur 8 zeigt eine bewegliche Anordnung von 4 x6 Magneten (114), entsprechend der Zahi 
voir4 ^SfiiilEmeeinheiten (1 10) mit jeweils 6 Aufiiahmepositionen (107). Die in Figur 8 
dargestellte Anordnung besitzt eine Schiene (IIS), auf der 4 Einheiten von jeweils 
6 Magneten montiert sind. Die Schiene (1 IS) ist an dem Tr&ger (116) befestigt, der weitcr* 
hin einen Motor (117) tr&gt. Auf der Achse des Motors ist em Zahnrad (nicht dargestellt) 
montiert, das in die Zahnung (nicht dargestellt) einer Zahnstange (118) eingreifl. Der Trfiger 
(1 16) ist durch Linearkugeilager (1 19) auf Zylindem (120) verschiebbar angeordnet. In der 
Position, in der eine Abscheidung von Magnetpartikeln erfolgt, befinden sich die Magneten 
(1 14) mit ihren Stinifl&:hen direkt an den abgeflachten Seiten (121) der Aufiiahmeposi- 
tionen (107). Um die Magnete von den Aufiiahmepositionen wegzubewegen, wird der 
Motor (117) alctiviert und der Tr&ger samt der Schiene (US) linear verschoben. 
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Patentanspruche 

1 Verfehren zur Frdsetzung und Isoliening oder zur Freisetzung und Nachweis von 
Nukleinsauren aus biologischen Kompaitimenten einer Probe, enthaltend die Schritte: 

- Inlcubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit Magnet- 
partikebi, welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schutteln 
des ProbenbearbettungsgefaBes, 

- Positionierung eines Magneten in der Nahe des Gefafles, so daB die Magnetpartikel 
an der GefaBwand festgehalten werden, 

- Entfemen der resultierenden FlOssigkeit aus dem GefaB 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfemen des Magneten aus der Nahe des Gefafles, so dafl die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schiittebi des Gefafles, 

- AufschluB der biologischen Kompartimente unter Herstellung einer AufschluB- 
mischung, 

- Env&rmung der AufschiuBmischimg, 

- Abkuhlung der Mischung unter Bedingungen. die die Isoliening oder Hybridisie- 
Tung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen. 

2. Verfehren gem^ Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl w^end der genannten 
Schritte die Nukleins^luren nicht aus dem GefkB entfemt werden. 

3. Verfehren gemSfl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die genannten Schritte in 
einem einzigen Reaktionsblock stattfinden. 

4. Vcrfahrcn gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die magnetischen Partikel 
eine Grdfle von mehr als 2,8 ^m haben. 
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5 System zur Freisrtziing und Isoliening von NukleinsSuren aus einer Suspension von 
biologischen Kompartimenten mit Magnetpartikeln cnthaitend die Komponenten 

- einc Aufiiahmednheit ( 1 0, 1 00) zur Aufiiahme eines oder mehrerer Probenbearbei- 
tungsgefiBe (A), 

- eine Thennostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der Probenbearbeitungsge- 
fiBe (A) und der darin enthaltenen Flussigkeiten, 

. einen Schuttler(30) zum Schutteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A). 

. einen Abscheider (40) air rnagnetiscKen AtecKeidung der Magnefpartikei an einer 
Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes (A), 

in aufeinander abgestimmter Kopplung. 

6. System gemftB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich eine Pumpen- 
einheit (50) zur Entfemung von Fliissigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB (A) 
enthalt. 

7. System gem&fl Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Abscheider (40) 
und die Aufiiahmecinheit (10) relativ zudnander beweglich gelagert sind. 



8. System gemSfl Anspmch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Probenbearbeitungsge- 
faB (A) eine unlerc AuslaB6fl6umg (Al 1) aufweisen. die mit einer Saugvonichtung 
verbunden ist oder vcrbimdcn werden kann. 

9. System gemSfl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Vielzahl von 
ProbenbcarbcitungsgefaBen (A) enthSlt. 

10. System gcmSfl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Aufoahmeeinheit (10, 
100) durch einen Exzcnterantrieb innerhalb einer Ebene bewegt wird, die im wescnt- 
lichen senkrecht zur Achse des bzw. der ProbenbearbeitungsgefaBe ist. 



11. 



System gemfiB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thennostatoreinheit 
eine Widerstandshcizung sowic cin Peltierclement beinhaltet. 
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12. System gem^ Anspnich bei dem Probenbearbeitungsge&Qe und Aufiiahmepositio* 
nen eine aufeinander abgestimmte Konizitat aufweisen. 
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